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はじめに
　フラボノイド類は，野菜や柑橘に広く分布している
植物成分であり，炭素骨格 C6-C3-C6構造の A 環，C 環お
よび B 環のうち，C 環構造の違いにより，フラボン類や
フラバノン類などにさらに細かく分類される。この中
で，フラボン類とフラバノン類の違いは，C 環の C2-C3
の結合が二重結合であればフラボン類，単結合であれば
フラバノン類である。その結果，フラボン類は平面構造
であるが，一方，フラバノン類は B 環が折れ曲がった
構造となる。また，フラボノイド類には，水酸基だけが
置換したポリフェノール型フラボノイド類（apigenin，
quercetin，naringenin な ど ） や メ ト キ シ 基 だ け が 置
換 し た ポ リ メ ト キ シ 型 フ ラ ボ ノ イ ド 類（nobiletin，
tangeretin など）や水酸基とメトキシ基の両方が置換し
た混合型（diosmetin，hesperetin など）がある。ポリ
フェノール型フラボノイド類は，抗酸化作用1），抗炎症
作用2），抗がん作用3,4）など多くの生理作用を有するこ
とが明らかとなっている。一方，ポリメトキシ型フラ
ボノイド類も，抗炎症作用5,6），抗がん作用7,8），脳機能
改善作用9）などが報告されている。また，ポリメトキシ
型は，ポリフェノール型よりも生体内利用率が高いた
め10），より強い生理作用を発揮するものと期待される。
　 本 研 究 の Apigenin trimethyl ether（5,7,4'-
trimethoxyflavone，以下 ATM と略す，Fig. 1）は，黒
ショウガ（Kaempferia parviflora）の根茎11） や柑橘果
皮12）にも含まれるポリメトキシ型フラボン類の１つ
である。タイでは，古くから黒ショウガの根茎を滋養
強壮，循環器や消化器系の改善などに効果があるとし
て，伝統的な民間薬として使用されてきた。ATM に
は，抗アレルギー作用13），抗アルツハイマー作用14,15），
抗がん作用16），抗炎症作用17），抗菌作用18,19），抗肥満
作用20），血管弛緩作用21）など様々な生理作用が報告さ
れ て い る。 一 方，Naringenin trimethyl ether（5,7,4'-
trimethoxyflavanone， 以 下 NTM と 略 す，Fig. 1） は，
センダン科ジュラン属（Aglaia odorata）の葉に分布し
ており22），この葉は，タイで民間薬として心臓病，打
撲傷，外傷の治療薬および解熱薬として用いられてき
た。また，NTM は，抗炎症作用22）および抗がん作用23）
を有することが報告されている。
　ポリメトキシ型フラボノイド類の動物体内での代謝
に関しては，肝臓の代謝酵素であるチトクロム P450
（CYP） に よ る A 環 あ る い は B 環 の 水 酸 化 反 応 や，
メトキシ基の酸化的脱メチル化反応が報告されてい
る24-26）。これまでに当研究室では，柑橘果皮成分である
nobiletin の代謝をラット，モルモットおよびヒト肝ミ
クロゾーム（Ms）で行った結果，代謝物として３種類
の一脱メチル化体（7-，6- および4-OH 体）と２種類の
二脱メチル化体（3',4'- および6,7-diOH 体）が生成され
ることを明らかにした27）。また，ヒト CYP 分子種を用
いて検討したところ，CYP3A 酵素が A 環のメトキシ基
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Fig. 1　Chemical structures of ATM and NTM used in 
this study.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 
⼭本健太 本⽂ P.2「Fig. 1」の後に配置 横:1 段幅 縦:なりゆき 
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の脱メチル化に，CYP1A 酵素が B 環のメトキシ基の脱
メチル化に関与することを示した28）。フラバノン類の
代謝に関しては，Nikolic と Breemen が，ラット肝 Ms
によるポリフェノール型フラバノン類の代謝を調べ，A
環，B 環および C 環の水酸化反応が起こることを報告し
ている29）。また，当研究室では hesperetin の代謝を調
べ，4' 位のメトキシ基が酸化的脱メチル化されること
を報告している30）。しかし，ポリメトキシ型フラバノ
ン類の代謝については，報告が見当たらない。
　そこで本研究では，ポリメトキシ型フラボノイド類に
おいて基本骨格の違いで代謝がどう異なるかを明らかに
するため，置換基として３つのメトキシ基が置換された
フラボン類の ATM およびフラバノン類の NTM の代謝
について，ラット肝 Ms を用いて調べた。
実験方法
１．試薬
　ATM と naringenin はフナコシ（株）より購入した。
NADP および glucose-6-phosphate（G-6-P）はオリエン
タル酵母（株）より購入した。また，G-6-P 脱水素酵素
（G-6-PD），は和光純薬（株）より購入した。その他の
試薬は，和光純薬（株）の特級または HPLC 用を使用し
た。
２．NTM の合成
　NTM の 合 成 は naringenin 500 mg を ア セ ト ン100 
mL，炭酸カリウム18.4 g およびジメチル硫酸6.4 mL と
ともに，40℃で22時間反応させて行った。メチル化反
応終了後，アセトンを飛ばし，水を加えた後，分液ロー
トを用いて NTM を酢酸エチルで抽出した。次に，酢酸
エチル層を濃縮し，Bond Elut SI カラム（Si 10 g，30 
× 50 mm，Agilent 製）にかけ，酢酸エチルで溶出した
後，分取用 HPLC で精製を行った。分取用 HPLC の条件
は，次の通りである。分析機器，LC-10ADvp（島津製
作所製）；カラム，Mightysil RP-18 GP（250 × 20 mm 
i.d.，5 µm 粒径）；移動相，60% アセトニトリル -0.1%
ギ酸；流速，4.0 mL/min；検出波長，280 nm。アセト
ニトリルで再結晶したところ，純度99.6% の白色結晶を
得た。一方，メチル化の確認は，一部の酢酸エチル層を
濃縮し，アセトニトリルに溶解後，HPLC および質量分
析計付 HPLC（LC-MS/MS）に付して行った。HPLC の
分析条件は次の通りである。分析機器，LC-20AB（島津
製作所製）；カラム，Mightysil RP-18（250 × 4.6 mm 
i.d.，5 µm 粒径）；移動相，A 液0.1% ギ酸，B 液100%
アセトニトリル，B 液濃度20 - 60%（10 min）- 60%
（8 min）- 100%（5 min）；流速，1.0 mL/min；検出
波 長，280 nm（ATM の 場 合，340 nm）。LC-MS/MS
の分析条件は次の通りである。分析機器，LCMS-8030
（島津製作所製）；カラム，Shim-pack XR-ODS Ⅱ（150
×2.0 mm，2.2 µm 粒径）；カラム温度，40℃；移動
相，A 液0.1% ギ酸，B 液100% アセトニトリル，B 液濃
度20 - 60%（5 min）- 60%（4 min）- 100%（5 min）；
流速，0.2 mL/min。MS 条件：イオン化法，ESI（ポジ
ティブイオンモード）；スキャン範囲，m/z 250-450；
コリジョンエネルギー，-40.0 eV；DL 温度，300°C；
スプレー電圧，4.5 kV；ネブライザーガス流量，3.0 L/
min；ドライイングガス流量，15.0 L/min。
３．ラット肝 Ms の調製
　Wistar 系の雄性ラット４匹（体重約200 g，実験開始
時６週齢）は，九動（株）より購入した。ラット肝 Ms
は，ラットを屠殺し，直ちに肝臓を摘出後，常法27）に
より調製した。なお，本研究は中村学園大学の実験動物
委員会の承認（動倫2016-7）を得た後，「中村学園大学
における実験動物のための指針」に従って行った。
４．代謝物の分析
　 ラ ッ ト 肝 Ms に よ る ATM お よ び NTM の 代 謝 は 既
報27）に準じて行った。0.2 mM ATM あるいは NTM を
NADPH 生 成 系（0.33 mM NADP，5 mM G-6-P，G-6-
PD 1.0 unit），6 mM MgCl2， ラ ッ ト 肝 Ms（1 mg 
protein）および100 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）とと
もに合計1 mL とし，37℃で20 min 反応させた。反応
後，冷メタノール3 mL 添加で反応を停止し，遠心分離
（3000 rpm，15 min）後，上清を HPLC および LC-MS
に付した。分析条件は，前述の２．と同様であるが，
ATM 代謝物は検出波長340 nm で測定した。代謝物の
定量は，ATM あるいは NTM の検量線を用いて行った。
５．その他
　ラット肝 Ms のタンパク量は，Lowry らの方法に従い
定量した31）。なお，標準タンパク質として牛血清アル
ブミンを用いた。統計処理は，Students’ t-test により危
険率5% 以下（p <0.05）で有意差ありと判断した。
実験結果
１．ラット肝 Ms による代謝
　ATM あ る い は NTM を ラ ッ ト 肝 Ms お よ び NADPH
生成系とともに，37℃で好気的に20 min 反応させた。
Fig. 2に生成された ATM 代謝物と NTM 代謝物の HPLC
クロマトグラムを示す。
　ATM は保持時間16.28 min に検出されたが，その代
謝物と思われるピークが４種類検出された。親化合物の
ATM よりも早く溶出された２種類のピークを ATM に近
い順から，それぞれ M1（保持時間12.96 min）および
M2（10.36 min）とした。一方，遅く溶出されたピー
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ク を BM1（17.06 min） お よ び BM2（23.77 min） と
した。
　次に，NTM は保持時間16.92 min に検出され，その
代謝物と思われるピークが７種類検出された。ATM と
同様に，親化合物より前方に，M1（16.04 min），M2
（13.84 min），M3（13.56 min），M4（12.86 min）お
よび M5（10.77 min）とした。一方，遅く検出された
ピークを BM1（20.39 min）および BM2（23.28 min）
とした。
　ATM お よ び NTM の 代 謝 物 の 定 量 は，ATM お よ び
NTM の検量線をそれぞれ用いて行った。その結果を
Table 1および2に示す。まず，ATM では，M1が主代
謝物であり，0.22 nmol/min/mg protein であった。次
い で，BM2，M2お よ び BM1が 続 き， そ れ ぞ れ0.15，
0.10および0.08 nmol/min/mg protein であった。次に，
NTM では，主代謝物は BM2および M3であり，それぞ
れ0.44および0.42 nmol/min/mg protein であった。次
いで，M2および M5と続き，それぞれ0.29および0.17 
nmol/min/mg protein であった。
２．代謝物の化学構造
　ATM および NTM の代謝物の化学構造を明らかにす
るため，それぞれの代謝反応液を LC-MS にて分析した。
その結果を Table 1および2に示す。まず，ATM は m/z 
313 [M+H] ＋として検出された。一方，代謝物の M1お
よび BM2は m/z 299 [M+H-14] ＋であることから一脱メ
チル化体，M2および BM1は m/z 285 [M+H-28] ＋であ
Fig. 2　HPLC chromatograms of ATM-derived 
metabolites (A), NTM-derived metabolites (B) 
formed by rat liver microsomes.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 
⼭本健太 本⽂ P.5「Fig.2」の後に配置 横:２段抜き 縦:なりゆき 
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Table 1 Quantification of ATM metabolites formed by rat liver microsomes and LC-MS/MS data of ATM and its metabolites
Metabolite
Retention
time
（min）
*Metabolite formed
（nmol/min/mg protein）
Molecular
weight
（m/z）
Metabolic pattern
Fragment ion （m/z）
Postulated
structure
A-ring B-ring
167 181 119 133
M2 5.46 0.097 ± 0.004 285 [M+H-28] ＋ Di-demethylation 〇 〇 7,4'-diOH
M1 6.88 0.216 ± 0.045 299 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation 〇 〇 4'-OH
ATM 8.68 313 [M+H] ＋ 〇 〇
BM1 9.10 0.081 ± 0.014 285 [M+H-28] ＋ Di-demethylation 〇 〇 5,4'-diOH
BM2 12.51 0.146 ± 0.040 299 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation 〇 〇 5-OH
*Values are mean ± S.D. of four rats.
Metabolite
Retention
time
（min）
*Metabolite formed
（nmol/min/mg protein）
Molecular
weight
 （m/z）
Metabolic pattern
Fragment ion （m/z）
Postulated
structure
A-ring B-ring
167 181 183 197 119 133
M5 5.61 0.173 ± 0.042 287 [M+H-28] ＋ Di-demethylation 〇 〇 7,4'-diOH
M4 6.88 0.032 ± 0.004 331 [M+H+16] ＋ Hydroxylation 〇 〇 8-OH
M3 7.18 0.423 ± 0.038 301 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation 〇 〇 4'-OH
M2 7.31 0.287 ± 0.023 301 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation 〇 〇 7-OH
M1 8.54 0.075 ± 0.017 317 [M+H+2] ＋
Hydroxylation and
mono-demethylation
〇 〇 5,6-diOH
NTM 9.13 315 [M+H] ＋ 〇 〇
BM1 11.33 0.107 ± 0.024 331 [M+H+16] ＋ Hydroxylation unknown
BM2 12.35 0.442 ± 0.089 301 [M+H-14] ＋ Mono-demethylation 〇 〇 5-OH
*Values are mean ± S.D. of four rats.
Table 2 Quantification of NTM metabolites formed by rat liver microsomes and LC-MS/MS data of NTM and its metabolites
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ることから二脱メチル化体であることが明らかとなっ
た。次に，NTM は m/z 315 [M+H] ＋として検出された。
代謝物の M3，M2および BM2は，いずれも m/z 301 
[M+H-14] ＋であることから一脱メチル化体，M5は m/z 
287 [M+H-28] ＋であることから二脱メチル化体，また，
M4および BM1は m/z 331 [M+H+16] ＋であることから
一水酸化体，M1は m/z 317 [M+H+2] ＋であることから
一脱メチル化・一水酸化体であると認められた。
　さらに，上記の脱メチル化反応および水酸化反応が起
こった位置を詳細に調べるために LC-MS/MS を用いて，
プロダクトイオンスキャンを行った。Ma らは，フラボ
ノイド類を LC-MS/MS で分析すると，逆ディールスア
ルダー開裂により A 環由来と B 環由来のフラグメント
イオンが検出されることを報告した32）。Fig. 3には代謝
物の化学構造から推定されるフラグメントイオンを示し
た。例えば，A 環由来のフラグメントイオン m/z 181が
検出されたり，B 環由来のフラグメントイオン m/z 133
が検出された場合，それぞれの環で全く代謝を受けてい
ないことを示している。Table 1および2には，各代謝物
が，どのフラグメントイオンを有しているかを示した。
まず，ATM では，A 環由来のフラグメントイオン m/z 
181は ATM と M1で検出された。このイオンが検出さ
れた M1は，A 環に全く変化がないことが示された。次
に，A 環の一脱メチル化を示すフラグメントイオン m/z 
167は，M2，BM1および BM2で，また，B 環由来のフ
ラグメントイオン m/z 133は，ATM と BM2で検出され
た。次に，B 環の一脱メチル化を示すフラグメントイオ
ン m/z 119は，M2，M1および BM1で検出された。
　一方，NTM では，同様に A 環由来のフラグメントイ
オン m/z 181は，NTM と M3で検出された。次に，A
環の一脱メチル化を示すフラグメントイオン m/z 167
は，M5，M2および BM2で検出された。A 環の一水酸
化を示すフラグメントイオン m/z 197が M4で，さら
に，A 環の一脱メチル化・一水酸化を示すフラグメント
イオン m/z 183が M1で検出された。また，B 環由来の
フラグメントイオン m/z 133は，NTM，M4，M2，M1
および BM2で検出された。次に，B 環の一脱メチル化
を示すフラグメントイオン m/z 119は，M5と M3で検
出された。なお，NTM の BM1では，これらの特徴的な
フラグメントイオンはいずれも検出されなかった。
考　　察
　今回，フラボノイド骨格の異なる ATM および NTM
についてラット肝 Ms による代謝を調べ，比較した。
LC-MS/MS の結果から推定した ATM の代謝経路を Fig. 
4a に，NTM の代謝経路を Fig. 4b に示す。
　まず，ラット肝 Ms により ATM は，２種類の一脱メ
チル化体（M1，BM2）および２種類の二脱メチル化体
（M2，BM1）に代謝されることが明らかになった。そ
のうち，M1では B 環由来のフラグメントイオン m/z 
119が検出されたため，4'-OH 体であると推定された。
山本　健太
Fig. 3　Characteristic fragment ions from ATM and NTM metabolites produced by C-ring cleavage in LC-MS/MS.
Fig. 3 
山本健太 本文 P.7「Fig. 3」の後に配置 横:２段抜き 縦:なりゆき 
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また，BM2は親化合物の ATM よりも遅く溶出されたこ
とから，BM2は5-OH 体であると推定された。最近，ポ
リメトキシ型フラボン類の A 環５位の水酸化体は，逆
相系 HPLC で分析した際に，そのメトキシ体よりも遅く
溶出されることが報告されている33-35）。
　次に，M2および BM1は二脱メチル化体であったが，
LC-MS/MS の結果からいずれも A 環と B 環からそれぞ
れ一脱メチル化されていると考えられる。なお，BM1
は HPLC において親化合物の ATM より遅く溶出される
ことから，BM1の二脱メチル化の一つは，A 環５位が脱
メチル化されていると考えられる。以上の結果を考え合
わせると，BM1は5,4'-diOH 体，M2は7,4'-diOH 体であ
ることが推定された。
　一方，ラット肝 Ms により NTM は，３種類の一脱メ
チル化体（M2，M3，BM2），１種類の二脱メチル化体
（M5），２種類の一水酸化体（M4，BM1）および１種
類の一脱メチル化・一水酸化体（M1）に代謝されるこ
とが明らかになった。LC-MS/MS より，M3は B 環から
一脱メチル化された4'-OH 体であると推定される。ま
た，BM2は NTM より遅く溶出されたため，A 環５位が
脱メチル化された5-OH 体と考えられた。そのため，残
る一脱メチル化体の M2は7-OH 体と推定される。次に，
M5は LC-MS/MS の結果から，A 環と B 環からそれぞ
れ一脱メチル化されていると考えられる。また，M5は
親化合物よりもずっと早く溶出されているため，7,4'-
diOH 体であることが示唆された。
　M1は，LC-MS/MS の 結 果 か ら，A 環 に お い て 一
脱 メ チ ル 化 さ れ， か つ 一 水 酸 化 体 さ れ た 構 造 で あ
る こ と が 判 明 し た。 マ ウ ス 肝 Ms に よ る tangeretin
（5,6,7,8,4'-pentamethoxyflavone） の 代 謝 で は， ５ 位
および６位が脱メチル化された5,6-diOH 体が生成され
ている25）。また，当研究室では，ラット肝 Ms による
3,5,7,8,3',4'-Hexamethoxyflavone の代謝で，A 環５位が
脱メチル化され，さらに６位が水酸化された代謝物が生
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Fig. 4　Postulated metabolic pathways of ATM (a) and NTM (b) in rat liver.
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成されること35），5,7,3',4'-tetramethoxyflavone および
3,7,3',4'-tetramethoxyflavone の代謝では，６位水酸化
体が生成されることを報告している34,36）。A 環における
水酸化の位置は，８位と６位が考えられるが，これまで
の報告34-36）をみると６位の方がはるかに多い。以上の
ことから，M1は５位が脱メチル化され，かつ６位が水
酸化された5,6-diOH 体であることが示唆された。次に，
M4および BM1は m/z 331 [M+H+16] ＋を有することか
ら一水酸化体であることが明らかになった。このうち，
M4は LC-MS/MS の結果から，A 環６位あるいは８位水
酸化体であると考えられた。当研究室のこれまでの報
告33-35）では，A 環６位の水酸化体は親化合物の近くに
溶出されており，M4のように早くは溶出されない。こ
の事実から，M4は８位水酸化体であると考えられる。
もしこれが事実であれば，８位の水酸化はフラバノン類
に特有の代謝経路であるかもしれない。なお，BM1は
一水酸化体と考えられたが，A 環および B 環由来のフラ
グメントイオンが検出されなかったことから現時点で構
造は特定できなかった。
　ラット肝 Ms による ATM と NTM の代謝を比較する
と，大きな相違点がみられた。まず，代謝物の総量では
NTM が1.539 nmol/min/mg protein で ATM の2.9倍 で
あった。また，共通の代謝物である4'-OH 体，5-OH 体
および7,4'-diOH 体は，それぞれ NTM の方が ATM の2.0
倍，3.0倍および1.8倍であった。また，これらの代謝物
は，ATM では4'-OH 体＞5-OH 体＞7,4'-diOH 体の順で
あったが，NTM では5-OH 体＞4'-OH 体＞7,4'-diOH 体
の順であった。さらに，NTM では検出された7-OH 体
が ATM では検出されなかった。これは，７位が脱メチ
ル化された後，直ちに4' 位が脱メチル化されて，7,4'-
diOH 体が生成されたためと考えられる。このように，
平面的なフラボン骨格よりも立体的なフラバノン骨格の
方が代謝されやすいことが明らかになった。しかし，当
研究室で混合型の diosmetin と hesperetin につき，ラッ
ト肝 Ms の代謝を比較したところ，フラボン骨格の方
がわずかではあるが代謝されやすいことを報告した30）。
この事実は，ポリメトキシ型と混合型では代謝パターン
が異なる可能性を示している。今後，代謝に関与する各
CYP 酵素の基質特異性についての検討が必要であろう。
総　　括
１．5,7,4'-Trimethoxyflavone（ATM） お よ び
5,7,4'-trimethoxyflavanone（NTM） の ラ ッ ト 肝 Ms
による代謝を行い，骨格の違いによる代謝への影響を
調べた。
２．ATM 代謝物として，４種類が検出され，M1が主
代謝物であった。LC-MS/MS の結果，２種類の一脱
メチル化体（M1，BM2），２種類の二脱メチル化体
（M2，BM1）が明らかになった。
３．NTM 代謝物として，７種類が検出され，BM2が主
代謝物であった。LC-MS/MS の結果，３種類の一脱
メチル化体（M2，M3，BM2），１種類の二脱メチル
化体（M5），２種類の一水酸化体（M4，BM1），１
種類の一脱メチル化・一水酸化体（M1）が明らかに
なった。
４．NTM の方が，ATM より代謝物の総量が多く，共通
の代謝物である4'-OH 体，5-OH 体および7,4'-diOH 体
も約２〜３倍多く生成された。
　以上の結果から，ラット肝 Ms による ATM と NTM
の代謝では，立体的なフラバノン骨格の方が平面的なフ
ラボン骨格より，代謝されやすいことが明らかになっ
た。
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